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はじめに
　骨髄は血球成分となる前駆細胞である造血幹
細胞と骨髄間質細胞から成り、骨髄間質細胞に
は幹細胞としての性質、つまり自己複製能と多
分化能を備えている細胞が含まれている。この
細胞は、骨芽細胞、軟骨細胞、筋細胞、脂肪細
胞、また繊維芽細胞に分化する能力を持ってい
ることから間葉系幹細胞（mesenchymal stem 
cell: MSC）と呼ばれ、ラット、ニワトリ、ヤギ
等の動物の他、ヒトからも取り出すことができ
る。間葉系幹細胞は生体外培養系で容易に増殖
させることができ、また目的とする系列に意図
的に分化させることも可能である。近年では上
記間葉系組織のみならず、動物実験においては
この細胞を心筋や血管、神経細胞などに分化さ
せることに成功している報告もあり、多能性体
性幹細胞とも呼ばれるに至っている1)-5)。再生
医療を支えるソースの一つとして、その臨床応
用に多くの関心が寄せられている。
　Transforming growth factor β(TGF-β) スー
パーファミリーに属するBone morphogenetic 
protein (BMP) は、多くの臓器、組織の発生過
程において大きな役割を果たしていることがわ
かっており、多数のBMPが同定されている6)。
また多数のBMPが異所性骨化を誘導する能力
を持つことが生体内実験系で確認されている。
ヒト組み換えBMP2蛋白は、既に骨部分欠損に
対する治癒促進が多くの生物種において達成さ
れており、臨床応用に対する有用性が言われて
いる7),8)。しかし、このヒト組み換えBMP2蛋白
を用いて骨形成を誘導する場合には様々な制限
がある。生体内で充分な量の骨新生を促進する
ためには大量の蛋白を必要とする場合があり、
また、治療部位において蛋白活性を維持するた
めには複雑な生物学的担体を併用しなければな
らない。それらの問題を解決する為に遺伝子治
療が応用された。それまで遺伝子治療は、遺伝
的疾患の治療方法として受け入れられてきた
が、現在では遺伝的欠損に関わりなく、生物学
的活性化分子の産生を維持することを目的とし
た遺伝子導入が研究されるようになっている。
遺伝子治療による骨再生についても多くの研究
があり、BMP遺伝子導入による多くの動物実
験モデルでの骨形成が報告されている9)-11)。遺
伝子治療技術の利点として、導入された細胞か
らBMP2蛋白が長期に渡って産生されることが
わかっており、これは主にウイルスベクターを
使用することで行われている。
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　ウイルスベクターによる遺伝子導入はは現時
点で最も効率のよい方法とされている。その中
でも組み換えアデノウイルスは、遺伝子導入効
率が非常に高いこと、高力価のウイルス溶液を
容易に精製できること、ヒト胎児腎細胞由来の
293細胞を用いて増やすことができること、ま
た大きなサイズのcDNAを挿入可能であること
がなどから、この種の遺伝子治療に適した性質
を持つといわれている12),13)。
　我々の研究室では、組み換えアデノウイルス
を介してBMP2遺伝子を導入した間葉系幹細胞
をマウス、ラット、ウサギ、ブタに移植し異所
性または正所性の骨形成を得ている14)-17)。また
BMP2遺伝子導入を行った間葉系幹細胞移植で
は間葉系幹細胞のみを移植した場合よりもより
効果的に骨形成を誘導できることがわかってい
る。本稿では、本研究室で行っている組み換え
アデノウイルスをベクターとしてBMP2遺伝子
を導入した間葉系幹細胞（Adv-BMP2／MSC）
移植による骨形成の概略について紹介したい。
組み換えアデノウイルスを介してB M P2遺伝子
を導入したM S Cの骨芽細胞への分化能
１．B M P2蛋白合成、分泌について
　組み換えアデノウイルスによりヒトBMP2遺
伝子を導入後の細胞によるBMP2蛋白発現につ
いて、間葉系前駆細胞であるC3H/10T1/2細胞
を用いて調べた。ウイルス感染後７日目の培養
液からウェスタンブロット法にてBMP2蛋白の
良好な発現が明らかであった。対照として組み
換えアデノウイルスにβガラクトシターゼ遺伝
子をコードしたもの（Adv-βgal）を同時に感
染させているがこちらの系ではもちろん発現し
ていない14)。このことから、MSCはBMP2遺伝
子を導入後にBMP2蛋白を細胞内で合成、分泌
していることがわかった。さらにウサギ骨髄か
ら抽出したMSCを用いてウイルス感染後の培
養液中のBMP2蛋白をELISA法により定量した
実験では、Adv-BMP2を感染させたMSCでは感
染後３日目に平均181±60ng/mlのBMP2蛋白が
確認され、対照としてAdv-βgalを感染させた
MSCの4.7±3.1ng/mlに対し有意に大量発現し
ていることがわかった。また発現期間につい
て、感染後９日目までBMP2蛋白分泌の継続が
確認された15)。一方、後述する細胞外基質への
ミネラルの沈着について、BMP2をコードした
組み換えアデノウイルスを一旦感染させた
MSCはミネラル沈着まで約20日かかっていた
が、その間多数回の培養液交換を行うにも関わ
らずミネラルを沈着させることができることよ
り、導入されたBMP2遺伝子が細胞内に存在す
る間はBMP2蛋白を発現していることも考えら
れた。
２．M S Cの骨芽細胞への分化に対する影響
　BMP2遺伝子を導入したMSCが骨芽細胞へ分
化することは、既に様々なデータによって裏付
けされている。in vitroの実験系では、細胞外基
質へのミネラル沈着、またアルカリフォスファ
ターゼ、オステオポンチン、オステオカルシン
などの産生の上昇、１、３型コラーゲン産生、
さらにPTHの生成などが、MSCが骨芽細胞に
分化する過程でみられることが報告されてい
る11),15)。また骨芽細胞に分化した細胞は細胞外
基質へミネラルを分泌することがin vitroの実
験で確認されている。我々のウサギ骨髄から採
取したMSCを用いた実験では、BMP2導入後２１
日までに培養皿全体にミネラルの沈着がみられ
たが、β-galを導入したものや、何も導入しな
いものでは沈着はみられなかった。さらに興味
深いことに、β-galを導入した後にヒト組み換
えBMP2蛋白を外因性に週二回投与した培養皿
では少量のミネラル沈着のみしか得られておら
ず、ミネラルの効果的な沈着には遺伝子導入後
のBMP2蛋白の継続的な分泌が重要であること
がわかった15）。
M S Cに対する加齢の影響について
　加齢によるMSCの骨形成能への影響につい
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ては未だ一定の見解はないようである。加齢に
よって骨量の減少は免れない状況であるが、果
たして幹細胞の機能低下が関係しているのか、
それとも他の因子が間葉系幹細胞の分化を妨げ
ているのか、異論のあるところである。ラッ
ト、ヒトのMSCを用いた研究で、骨髄中のMSC
総数の減少や、骨芽細胞への分化能の低下が多
数報告されている一方、加齢によりMSC総数は
減少するが分化能は保たれているといった報告
も散見されている。我々は、骨髄より採取した
MSCの骨形成能に対する加齢の影響を調べる
ために、中高齢者（41～73才）から採取したヒ
ト骨髄MSCを用いて、細胞増殖率、コロニー形
成数、アルカリフォスファターゼ活性、ミネラ
ル沈着を調べた。その結果、細胞数、増殖率共
に年齢による差異は認められず、コロニー形成
単位数も同様の結果であった。また、骨形成能
促進因子（Osteogenic Supplement: OS）を培養
液に加えた実験系で細胞のアルカリフォスファ
ターゼ活性を定量したところ、OSを加えた培
養下の細胞では、加えない培養下の細胞と比較
して３倍以上の数値が計測され、さらに各年齢
間の数値に有意な差はなく、加齢に関係なく骨
芽細胞に分化する能力を維持していることが考
えられた。更に、基質へのミネラル沈着におい
ては、全ての年齢層標本でのミネラル沈着が確
認されており、その量に関しては40才代よりも
むしろ70才代のドナーから採取した細胞の培養
皿でより多くの沈着が見られていた。この結果
より我々は、これら中高齢におけるMSCの増殖
能、骨芽細胞への分化能は保たれており、加齢
による骨量減少の原因の一つとして、骨髄中の
生物学的状態の加齢による変化がMSCの分化
を妨げているのではないかと考えている。
A dv-B M P2を介してB M P2遺伝子を導入したM S C
の同種異系移植モデルについて
　既に動物実験モデルにおいて、BMP遺伝子
を導入したMSCを移植する際にドナーとレシ
ピエントが同種同系（syngeneic）である場合に
は、効果的な骨形成が得られている報告は多数
されており、安定した結果が得られている。し
かし臨床でのMSCの使用を考えたとき、本人か
ら採取できれば最良ではあるが健常な骨髄が常
に 提供 される とは 限らな い。同種異 系
（allogeneic）での移植が技術的に可能であれば
臨床応用により一歩近づく事になる。これまで
にラット同種異系骨髄より採取したMSCが骨
形成を起こせるかどうかの報告は少ない。我々
はこれまでの知見から、短期間の免疫抑制剤使
用により、正常免疫系をもつラットに同種異系
ラットより採取したMSCを移植することで、移
植部位に、MSCが一定期間生存可能であり、そ
の生存中に骨形成を起こすことができると仮定
した。その際、移植したMSCから出される
BMP2蛋白が一定期間作用すれば、ドナーMSC
のみならずレシピエントのMSCも骨形成に関
与させることができるであろうと考えた。
　Fischerラットの雄から採取したMSCを培養
系で増殖させ、二回継代を行いコンフルエント
に達した後Adv-BMP2を一晩感染させ、遺伝子
を導入する。導入後一週間にて培養皿より剥離
し、精製された１型コラーゲンとミックスさせ
ゲル化させ収縮させた後、翌日にBrown-
Norwayラットの雌の片側大腿骨に部分欠損を
作成しコラーゲンゲルに包埋したMSCを移植
する（allogeneic Adv-BMP2群）。対照として、
Adv-βgalを用いて同様の手技を行った群
（allogeneic Adv-βgal群）と、同種同系つまり
Fischerラットの雄から採取したMSCをAdv-
BMP2に感染させた後Fischerラットの雌に移
植した群（syngeneic Adv-BMP2群）を用意した
（図１）。Allogeneic移植群には免疫抑制剤
FK506を用い、術後２週までは毎日、その後は
一週間隔日投与した。その結果、術後２週の軟
線X線撮影では、Adv-BMP2群において欠損部
全体を覆う薄い陰影が観察され、術後４週には
濃い陰影の骨皮質、骨梁様構造となり、更に術
後８週では既存骨と同様の陰影が欠損部を完全
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はallogeneic群の方がsyngeneic群よりも7%低
い結果であったが、総じてほぼ両群に差はな
かったといえるであろう。さらに移植後６ヶ月
の骨質も評価しているが、骨吸収はみられてい
ない。以上より、組み換えアデノウイルスを介
してBMP2遺伝子を導入したMSCは、同種異系
移植モデルでも良質な骨形成を導入できること
が示された。
移植したM S Cの骨再生における役割について
　BMP2を導入されたMSCは、in vitro実験系で
骨芽細胞に分化し骨基質蛋白を産生できること
がわかっている。しかしin vivoで、しかも同種
異系移植においてはどうなのか。遺伝子を運ぶ
だけの役割であるのか、それとも直接自分が骨
細胞に分化して骨形成を起こす、さらにはホス
トの骨代謝サイクルに参入することができるの
か、興味のあるところである。我々は、上記
Adv-BMP2の移植モデルの大腿骨を採取し、Y
染 色 体 プ ロ ー ブ を 用 い た 蛍 光In situ 
にもとの大腿骨と一体化させている像が観察さ
れた。組織学的には２週の時点では脆弱な骨組
織が欠損部を充填しているが、術後４週では骨
皮質が欠損部を橋渡しして連続性が達成されて
おり、骨髄腔が完全に連続していた。また、術
後６週にはリモデリングがすでに始まってお
り、術後８週にはほぼ既存骨と同様の組織形態
となっていた。Allogeneic Adv-βgal群では骨
形成は全く見られなかった。これらの結果によ
り、allogeneicのMSC移植でも短期の免疫抑制
剤の使用によりin vivoでの骨再生が可能である
ことがラットで実証された。しかしここで問題
になるのは、一定量の骨形成が得られても果た
して充分な質の骨であるかどうかである。我々
は、Adv-BMP2を使用して骨形成が得られた群
のうち、移植後８週のallogeneic群の新生骨と
syngeneic群の骨について皮質骨領域と骨密度
を比較した。その結果、皮質骨領域において
Adv-BMP2群では平均3.0mm3、健側の71%であ
り、syngeneic群では平均3.2mm3、健側の77%
と比較して差はみられなかった。骨密度測定で
　図１．ドナーラット骨髄より採取した間葉系幹細胞へアデノウィルスを介してBMP2遺伝子を導入。
Type１コラーゲンゲルに包み、レシピエントラットに作成した大腿骨骨欠損部へ移植した。
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hybridaization（Fluoroscence in situ hybridi-
zation: FISH）にて移植したMSCの生存につい
て調べた。細胞移植は雄のドナーから雌のレシ
ピエントに対して行われた為（sex-mismatch 
model）、骨形成部の中にY染色体を有する細胞
があればそれが移植したMSCであることが確
認できる。結果、移植後２週の時点で新しく形
成された未熟骨組織の中に取り込まれている細
胞のなかに、シグナル陽性細胞を検出すること
ができた。これは、in vitroで示された骨芽細胞
への分化がin vivoでも同様に起こっていること
を示唆している。移植免疫によって移植細胞が
拒絶されるまでは、移植したMSCもホスト側の
細胞と同様に骨形成に参加していた。またそれ
はBMP2を発現し周囲組織に対して骨形成を促
進するのと同時に、自身が骨芽細胞に分化し、
骨基質蛋白を産生しホスト側の骨代謝に組み込
まれていると考えられる。またその後の経時的
変化をFISHで追跡したところ、Adv-BMP2群
での新生骨部におけるシグナル陽性細胞は移植
後４週では77.45±9.51％であり、移植後６週
の時点でも48.71±12.89％であった。そしてこ
の生存率はsyngeneic群とほぼ同様の数値で
あった。拒絶反応が起こるよりも先に骨基質に
囲まれてしまうことで、ある程度免疫反応から
逃れることができるのかもしれない。
おわりに
　再生医療は将来の医療の中心になるであろう
と目されており、研究が盛んな分野である。
ES細胞（胚性幹細胞）による再生医療の可能性
も今までに多数示されており、難病とされてい
た疾患の解決策として注目される。しかし莫大
な多分化能を持つかわりにやはり受精卵を使用
するという倫理的、法的問題が残されている。
間葉系幹細胞を用いた遺伝子治療は、原則とし
て生殖細胞は用いずに大人の体のなかに残って
いる組織幹細胞を取りだし、増殖させて適切な
細胞の足場と組み合わせて人工的に組織、臓器
を組み立てていく組織工学の一つである。間葉
系幹細胞は骨髄から採取された報告が多くその
機能が最も研究されているが、骨髄の他にも脂
肪、皮膚、筋肉や滑膜などからもMSCが取り出
されており、今後の技術応用が待たれるところ
である。しかし当然臨床応用に際しまだ問題は
多い。例えば組み換えアデノウイルスは癌原性
のないサブグループCに属するものをもとに、
さらに作成の時点で非自立増殖性ベクターとし
て作成されるが、その作成法から自立増殖が可
能な組み換えアデノウイルス（replication 
competent adenovirus; RCA）の混入を完全にな
くすことは困難である。また、頻回の感染を繰
り返すことで挿入された遺伝子に突然変異が起
こる可能性も示唆されている。
　骨再生分野では、骨移植の代替手段や、難治
性骨癒合不全、骨代謝異常による疾患の治療な
どに応用が可能かもしれない。しかし、疾患の
性格上より安全性の高い治療手段の選択が必須
であることを考えれば、遺伝子治療、もしくは
間葉系幹細胞を用いた組織工学の発展や臨床応
用には、今後、人体への安全性を重視した研究
が必要であると考えている。
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　The stromal elements of bone marrow include cells, referred to as  mesenchymal stem 
cells (MSCs), that have the potential to differentiate into osteoblasts,  chondrocytes, 
myocytes, adipocytes and fibroblasts. It has been well established that bone morph-
ogenic protein 2 (BMP2) can induce orthotopic and ectopic bone formation. A  possible 
approach to producing bone in vivo involves the use of gene therapy in which  viral 
vectors are utilized to introduce the BMP2 gene into MSC. We reported that the 
introduction of recombinant adenovirus-mediated human BMP2 gene enabled MSC to 
produce BMP2 protein, to be differentiated into an osteoprogenitor line, and to induce 
bone formation in vitro. Regarding age and the osteogenic potential of MSC, we 
exhibited that the proliferation and osteogenic differentiation potential of MSCs from 
aged human was maintained. Our previous studies showed that MSCs engineered with 
the gene for BMP2 were capable of inducing autologous bone formation in several 
animal models. Moreover, we investigated whether allogeneic BMP2-engineered MSC 
would facilitate bone healing using rats with a femoral segment defect model. 
Engineered MSC completely repaired the bone defect. Abundant structual bone and 
well-developed cortical bone was noted by 8 weeks after transplantation. We also 
demonstrated that allogeneic BMP2-engineered MSC not only act as a gene deliverer, 
but also are directly involved in bone repair.
Key words : Adenovirus, Mesenchymal stem cells, allogeneic transplantation, 
　　　　　　bone formation, gene therapy
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